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ヒ ト． ウ イ ル ム ス 腰瘍 僧 芽細胞腫う の 不溶分画 を抽出し， デ
オ キ シ コ ー ル 酸塩に よ り可 溶化 した■
可溶化分画中の 凝集物を除 い た もの で モ ル モ ッ ト を免疫 し，
ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗血 清を作製 した． 1抗血清
く庇W 41を選択 し， 血清及び 腎， 肝， 晩 肺， 大腸癌の ホ
モ ジ ネ ー トに よ る充分な吸収 を加 えた も の を以後
の 実験 に 使用 した ． 抗血清は E LIS Aに よ り被検 4例
の ウイ ル ム ス 腰瘍全例 ， 胎児腎， 胃癌4例中1例， 膵
癌2例中1例 と多少と も高い 値 を示 したが ， 他の 胎児
．成 人臓器， 他 の 被検腰瘍と は 反応 しな か っ た － ウイ
ル ム ス 腫瘍の 抗原は アガ ロ
ー ス ゲ ル 電気泳動で は み y の泳動度 を示 し， 同領域を切 出し
て 抽出し た成分に
っ い て ウ ェ ス タ ー ン ブ ロ ツ テ ィ ン グ を行う と， 58 K dの 単
一 な バ ン ド が ぽ W 4に よ っ て染 め だ さ れ た－
E LSI Aで やや 高い 値 を示 した ウ イ ル ム ス 腫瘍以外の 材料 に は 58
Kd の 抗原 は認め られ な か っ た ． エ ン ド グ
リ コ シ ダ ー ゼ H で処理 す る と 58K d の抗原 は 54 K dに 変化 し， 抗原
が糖蛋白 で あ る こ と を示 した■ こ の
58 K d抗原を 1
2 5I－E G F と反応さ せ た後 ， dis u c cinimidyl suber ate で共有結合さ せ， S
D S－P A G E後 オ ー ト
ラ ジ オグラ フ イ ー を行う と64 K d のバ ン ドが 生 じた一 反応液 に 大量
の 非標識 E G F を共存 させ る と 同 バ ン ド
は生 じなか っ た ． こ の成績 は ウイ ル ム ス 腫瘍の 腫瘍特異ま た は腫瘍
に 高度に 関連 す る 58K dの 抗原 くE G F
受容倒 がある こ と を暗示 す る．
Key w o rds W ilm s
，
tum or，tu m O r a ntige n， epider malgr o wth fa c
tor
癌の 免疫診断 ． 治療に と っ て 必須の 条件 は癌特異な
抗原ある い は少なく と も癌に 高度 に 関連す る抗原 が存
在 す る こと で あ る．
Hellstr6m ら
l榔機 種煩 か の 腫瘍 の 患者リ ン パ 球 が
それ ぞれ の 腫瘍の 培養細胞 を概 ね特異的 に障害 す る こ
と を 示 して 以来， ヒ ト腫瘍抗原の 免疫学的研究は活発
に な り ， ウ イ ル ム ス 腫瘍 く腎芽掛 に つ い ての 分析
も
い くつ か行 われ た ． リ ン パ球 に よ る細胞障害試験 で は，
ウィ ル ム ス腰瘍 と腎細胞癌の あ い だ に 交差反応が あ る
に せ よ，
一 応ウ イ ル ム ス 腫瘍 に 対す る特異性が患者リ
ン パ 球に 認め ら れ た 錮 ． 患者 血清に よる 螢光抗体法
で も少数例なが ら ウイ ル ム ス 腫瘍細胞 と特異的な反応




と して ， 腫瘍か ら抗原分画を抽出して 異種抗血清 を作
り ， それ に よ っ て 抗原分析 を行 う試 みが な され
て い る．
まず エ チ レ ン ジ ア ミ ン 四酢酸塩液 に よ っ て ウ イ ル ム ス




， W 一抗 原
Bl
， fetuin 抗 酎 ， あ る
い は前者に 関連す る抗原州 ， な どが それ で あ る ． しか し
それ らの 抗原に は ウ イ ル ム ス 腫瘍例内の 分布 が狭 い と
か ， 他腫瘍 に も 出現す る な どの 問題点があ る． そ の 後
教室の O kada ら 川 は ウ イ ル ム ス 腫瘍 の 不溶分画 を
デ
ォ キ シ コ ー ル 酸塩溶液で可溶化 し た分画に 腫瘍特異と
思わ れ る細胞膜性抗原 の 存在す る こ と を示 した － し か
し検 査例数 は少 なく ， 測定系も ゲル 内拡散法 を主 と し
てお り， 抗原の 性状も あま り正 確 に わ か っ て
い ない －
そ こ で 筆 者 は 酵 素 免 疫 測 定法 くe n zym e
－1inked
im m u n o s o rbent a ss ay， E LIS Al を用 い ， 同分画に
つ
い て の 分析 を再度行い ， 新 しい 知見 を得た の で報告す
る
．
CE A， C arCin o e mbryonic antige n三 D M S O，
dim etyls ulpho xidei D O C， des oxycholate3 E
G F， epider m algr o wth fa ctors E LIS A， e
n Zym e
．
1inked im m un o so rbe nt a ssay iP B S， phosphate
－buffer ed s alin e三 S D S
－ P A G E， S Odiu m dode cyl
sulphate－pOlya cryla mide gel electr ophor es
i
．
Abbre viations ニB S A， bovin e s er um albu mれ
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工 ． 組織 と細胞
ウィ ル ム ス 腫 瘍 4 例 くW l， 大巣 亜 型 ニ W 2， 上 皮
型 こ W 3， 小巣亜 型 ニW 4， 大巣亜型1 2り お よ び対照 と し
た他 の 腰瘍は い ず れ も手術時 に 入 手 した も の で あ る．
正常人 臓器は数例 の 非癌患者の剖検時に 入手 した． 胎
児臓器 は数例 の 中絶胎児 く5 へ 6 カ剛 か ら得ら れ た．
い ずれ も入 手後直 ち に ポ リ ス チ レ ン 袋内に 密閉 し， 使
刷 寺ま で 00 30GC に 保存 した． な お 一 部 の組織は 小片を
瞬間凍結 して 小試験管に 入 れ， － 8 0
0
C で保存 し， 免疫
螢光法用の 試料 と した．
生細 胞免疫螢光法 に は 以 下 の と 卜培 養細胞株 こ
TuW iくウイ ル ム ス 腫瘍l， A C H Nく腎細胞癌l， Pa n c－
1く膵癌フ， Flo w40 0く胎児腎， 正常 2倍体L H E Kく胎
児腎フ， M E N－28く胃腺病1， P C－3 く肺腺癌I を使用 し
た ． は じめの 4株 は Flo w Labo rato rie sIn c．， U．S．A．
よ り購入 した ． H E K は本学が ん研 ウ ィ ル ス 部 く波田
野 基 一 教授1， M K N 亮8 は新潟大病 理 く鈴木利光助教
授フ， PC－3 は東京医大外科 く早田義博教授フよ り御意与
を受 け たも の で ある． それ ぞれ の 指定培地 に 増殖させ
た も の を使用し た．
H ． 抗原分 画 の 作製
凍結組織 を解凍 し， O kada ら 川 の 方法 に よ り， 不溶
分 画の 抽出 と可溶化 を行 っ た
． 不溶 分画 の デ オ キ シ
コ ー ル 酸塩 に よる 可溶化操作は つ づ け て 2回 行い ， 上
浦 をあ わ せ て アセ ト ン処理 をお こ な っ た ． セ フ ァ ロ ー
ズ 4Bに よ る ゲル 渡過 で低分子量 ピ ー ク く本論文 で は
P2と呼 ぶう を セ ロ フ ァ ン チ ュ ー ブ に 入 れ ， 冷室内 で 扇
風機 に あ て て濃縮 し た． Lo w ry ら1 3切 方法で 蛋白 を定
量後， 使 用時 まで－20OC に 保存 し た． E LIS A 用の 被検
試料と す る場合に は， P2分画を Blu e－Sepha r o s eC L－6B
くP harm a cia F ine Chemic als， Sw ede nl の カ ラム
く1 －5X 4cmlを通 し て ア ル ブ ミ ン と 排除容量 に 溶出さ
れ る 凝集物 を除去 し， 遅 れ て 溶出 さ れ る主 ピ ー ク を
プ ー ル し，0．5 へ 1 m g 蛋白ノml に 濃縮 して－200C に保
存 し た．
H ． 抗血 清の 作製と吸 収
体重約400g の モ ル モ ッ ト に ， 1 回 1 mlの 抗原液
くウィ ル ム ス 腫瘍 P2 分 画を 5ま た は 10 m g 蛋 創 を同
量の Fre u nd 完全 ア ジ エ バ ン ド で 乳化 して 肩甲骨下腱
に 分割注射 した． 4 へ 8週の 間に 3 へ 5回 注射 を行 い ，
最終 注射 の 1週後 に 心採血 し た． 6種の 抗血 清 ば W l．
1， a W l－2， a Wl－3， a W 2， a W 3， a W4， を作製 した が，
活性 と特異性 の 上 で 皮 W4 く1回 5m g蛋 白の P2 を 0，
7， 14， 42， 49日目 に 注射 し， 56 日目採血ンが最も良
い 成績 を示 した の で， 以後 の 実験は す べ て こ の 抗血清
を使用 し て行 っ た ． 抗血 清は小試験管に 分割 して使用
時ま で－200C に 保存 し， 使い す て に して凍結 ． 融解の
反 復を避 けた ． E LISA およ び免疫 プ ロ ッ トの た め に は
抗血 清に 以 下 の 吸収操作 を加え た． 抗血清100メl あ た
り正常 ヒ ト血清20 ml， 正 常腎ホ モ ジネ ー ト20ml， 正
常肝 ホ モ ジ ネ ー ト 20ml
， 正 常牌 ホ モ ジ ネ ー ト 5 ml， 正
常 肺 ホ モ ジ ネ ー ト 5 ml， 大 腸 癌 ホ モ ジ ネ ー ト
くc a rcin o e mbryo nic a ntige n， C E Aの 粗標品 と して1
10 ml を加 え て 室濾に 1時間お き， つ い で 4 旬 8
0
C で
1夜低速回転し た． 遠心 上 清に 等量の 0．2 M酢酸ナ ト
リ ウ ム 溶液 を加 え て 00C に 30分静置 し， そ の遠心 上
清に 水冷下 で攫拝 しなが ら飽和硫酸ア ン モ ニ ウム 液 を
滴下 し て 33％飽和と し， 生 じた沈澱 をと っ て 少量の 稀
釈液く0．05％Tw e e n魯 20，0 ．5％ウ シ 血清アル ブ ミ ン を
含 む0．01 M リン 酸緩衝液， p王i 7．4Hこ溶か し， 終演度
0．1％に 窒化ナ ト リ ウム を加 え， 液量 を25ml と し て
4
0
C に 保存 した ． 使 即 事に さ らに 稀釈液で 2倍 く原血
清の 500倍稀釈う に う す め て使用 した
．
なお， 吸収用
の ホ モ ジ ネ ー ト は い ず れ も 0．1 Mリ ン 酸 緩衝 液
くpH 7－4ト 生理 食塩水 くpho sphate－buffered s alin e，
P B Slよ る 25％ くWIVlホ モ ジネ ー トである． ま た遠
心 は す べ て 冷却遠心 器 を使用 し て 10，000Xg， 30分
行 っ た ． 螢光抗体法の た めの 抗血清は以下の よ うな 吸
収 を行っ た． 抗血清10ノノ1あた り正 常 ヒ ト血 清4 ml，
正 常腎ホ モ ジ ネ ー ト0．6ml，ヒ ト大腸癌 ホ モ ジ ネ ー ト
0．2 mlを加 え， 1時間静置後 1夜4 へ 8
0
C で 低速回 転
を行 い ， 遠心上 清に 終濃度0．1％に なる よ う に 窒化ナ
ト リ ウ ム を加 え， P B S で 1mlく原抗 血清 の 10倍稀
釈っ と して 40C に 保存 し た．
IV
． 免疫学的検査法
1 ． E LISA
96穴 ビ ニ ー ル 測定プ レ ー ト くCo ste r， U．S．A ．1 の各
ウ エ ル に 0．01M 炭酸緩衝液 くpH 9．6フで 50ノノg蛋 白ノ
mlに 稀釈 し た抗原試料50ノバ ずつ 入 れ，37
0
C l 時間静
置後洗浄液 CO．05％ Tw e e n20 を含む 0．01 MP B SI で
3 回洗浄 した
．
1％ウ シ 血清 アル ブ ミ ン くbo vin e s e ru malbu min ，
B S Al－P B S lOOJLlを加 えて 37
O
C 30分お き ， 3回洗浄
後 に 1次抗血清 く原血 清の 500倍稀裾椚 50メイl を加 え
て 37
0
c l 時間お い た
．
3 回洗浄後パ ー オ キ シ ダ ー ゼ標
識 ウ サ ギ 抗 モ ル モ ッ ト 免 疫 グ ロ ブ リ ン の A KO，
Den m a rklの 1000倍稀釈液50JLl を加 え 37
0
C 30分お
き ， 6 回洗 浄 を 行 っ た ． リ ン 酸 ． ク エ ン 酸 緩衝液
くpH 4■81 で 1 回洗浄後， 同緩衝液 10 ml， 0－ フ ェ ニ レ
ン ジ ア ミ ン 10m g， 30％過酸化水素5ノJlの 新製溶液 を
100FLl加 えて 室温 15分後に EI Ar e ade rE L 307くB io．
tek In stru m entIn c．， U ．S．A ．1 に よ り 各ウ エ ル の 吸 光
106
度 を測定 した． なお ， 1 次抗血 清に 市販 の 家兎抗血清
を使 用 した場合 に は 2 次抗血清 と して パ ー オ キ シ ダ ー
ゼ標識抗IgG く羊l くCap pel Labo r ato rie sIn c．， U －S－
A ．う の 1000倍稀釈液 を使用し た．
2 ． 蛍光抗体法
生細胞膜免疫螢光法に は トリ プ シ ン処理 で 遠離させ
た培養細胞 を冷 P B S で洗浄 し， 50X g， 5分速心 し て
約 4 xlO6 個の 細胞 を含む P BS 50〆1 を残 し た． 蛍光
抗体用 吸収抗血清 く原血清の 10倍稀釈ンの 50ノJl を加
えて 0
0
C に 60 分お い た ． 冷 P BS で 2 回洗浄後 FI T C
標識抗 モ ル モ ッ トIgG くM B L社， 名古屋l の P B Sに
よ る 20倍稀釈液 10頼l を加 えて 0
0
C 30分お い た． 冷
P B S で 2回 洗浄後グリセ リ ン ーP BS で 封入 した． 干渉
フ ィ ル タ ー 2枚 を 設置 し た オ リ ン パ ス 費 光顕微鏡
BH ■ R F L で観察 ． 撮影 した．
組織切片に つ い て の 螢光抗体法に は ， ク リオ ス タ ッ
ト切片 く未固定， 厚さ約 10ノJmIを 37
0
C 30分乾燥後，
吸収抗血清の 5倍稀釈 く原血清の 50倍釈1を 1次抗血
清と して室温1時間， 別汀C 標識抗体 く上述Iの 25倍
稀釈 を2次抗体 と して室温 30分反応 させ た ．
V－． 生化学的検査
1 ． ア ガ ロ ー ス ゲル 電気泳動
ア ガ ロ ー ス くSe aKe rnく診H E， M F C c o rporation ，
M a rin eColloids D iv． U ．S．A ．1 1 ％ くWIVl に よ る
ゲ ル プ レ ー ト く厚 さ 2m mうを作 り， パ ル ビタ ー ル 緩衝
液 くpH 8．6， 声 ニ 0．02引 を溶媒 と して ア ル ブ ミ ン を除
去 した P2 分画 を 2．5m Aノc m で 90分泳動 した ． 泳動
域 を原点か ら陽極側 を 5m m 間隔で 10等分， 陰極側
を 6等分 し， それ ぞれ リ ボ ン 状 のゲ ル を切出し， 0－05
M 炭酸緩衝液 くpH 9．6う に よ り 4
0
C l夜 抽出 し て
EL工SA を行 っ た ． ま た後述の ウ ェ ス タ ー ン ブ ロ ツ テ ィ
ン グの試料 に は， 約50ノJg 蛋白の ア ル ブ ミ ン を除去 し
た P2 分画を ア ガ ロ ー ス ゲ ル で 泳動 し， 陽極側 5 m m，
陰極側 15m m く良一 y 領域フの ゲ ル を切 り出 して少量の
P B S で 2 回抽出 し， ELISA で活性 を測定後抽出液 を
セ ロ フ ァ ン チ ュ ー ブ に 入 れ て 冷室内 で Aqu a cideI ト
Aく診 くC al bio che m． U．S．A ．1 内に う ずめ て約 10FLlに
濃縮 した もの を使用 した．
2 ． ポ リ アク リ ル ア ミドゲ ル 電気泳動
La e m mli叫 の 方法 に 従い S DS ポ リ ア ク リル ア ミ ド
ゲ ル 電気 泳 動 くs odiu m dodecyl s ulphate－POly－
a c ryla mide gelele ctropho re si ，S D S
－P A G El を行 っ
た
．
10％ポ リア ク リ ル ア ミド ゲ ル プ レ ー ト く75X90X
lm mう を作 り， ス ラブ デ ィ ス ク 電 気泳動装置 くSJ－
1060 M S D，AT T O， 東京1を使用して 2．5 mAJc m で 9
．0
分 間泳動 した． 分子量 マ ー カ ー と して S D S－P A G E用
分子量 マ ー カ ー くオ リ エ ン タ ル 酵母， 大阪コを使用 し，
マ ー カ ー の 染 色 は Silv er stain各 キ ッ ト くBio．Rad
Labo r ato ries． U．S ．A ．1 に よ っ た ．
3 ． ウ ェ ス タ ー ン ブ ロ ツ ティ ン グ
S D S－ P A G Eを 行 っ た ゲ ル か ら SD S存 在 下
Durapor魯 くM illipo r eCo rp ．， U ．S．A ．lへ の 転写 を行 っ
た 刷 ． 電圧 勾配 は 7vノc m と して 5時間転写 を行 い ， 転
写後の 膜は 以下 の よう に 染色 した ．
0．05％ くVIVI Tw e e n20－0．01 M P B S で振逸 し なが
ら 15分 3 回 洗浄後， 3％ B S A－0．01 M P B S中 に 4
O
C
l夜お い た ． 上 述 同様 15 分3 回の 洗浄後， 吸収 丑 W4
く500倍稀釈うを室温 1時間反応さ せ た． 15分3 回洗浄
後， Ve cta stain 魯 A B Cキ ッ ト くモ ル モ ッ トIgG キッ
ト， Ve cto rLabo r atories，In c． ， U．S．A ．1に よる a vidin－
biotin－pe r O Xida s e c o mple x くA B Cl 法を行 っ た ． 発
色は Str eit ら1 61の 方法 を用 い た．
4 ． エ ン ドグ リ コ シ ダ ー ゼ に よる糖分解
ア ル ブ ミ ン を除去 した P2 分画を ア ガ ロ ー ス ゲ ル 電
気泳動 に か け， 良一 y 領域 を切出し て抽出 した抗原分画
を用 い ， エ ン ド グ リ コ シ ダ ー ゼ B17Jく放線菌H 生化学工
業， 東京1 に よ る糖の 分解 を Ow en ら 川 に 従 っ て行 っ
た ． 処 理前後の 抗原に つ い て ウ ェ ス タ ー ン ブ ロ ツ ティ
ン グを 行い ， 分子 量 の変化 を測定 した．
5 ． 上 皮細胞増殖因子 くepider m al gr o wth fa cto r，
E G Fl の 結合実験
転写 を行 っ た Du r apo r膜 を4 等分 し， 3％ B S A含
有 0．01 M P B S で ブロ ッ キ ン グ後 そ れ ぞ れ をく1H容煤
0．1％ B S A－0．01 M P BS，t2ユく31溶媒1 ml あ た り10p gヒ
ト上 皮細胞増殖因 子 く湧永製薬， 大阪1， く4洞 上 溶媒 1
ml あた り 10p gイ ン シ ュ リ ン け シ 由来， Sigm alに
室温 1 時間 イ ン キ エ ペ ー 卜 し た ． 洗浄 後 け氾紺刃 は
a w 4， く31は抗 ヒ ト上 皮増殖因子 くh E G Fl モ ノ ク ロ
ー
ナ ル 抗体 く湧永製薬， 大阪うを 1次抗体 と し て A B C染
色 を行 っ た．
成 績
工 ． 吸収抗血 清 に よ る E LIS Aの 成績
吸収抗 ウ イ ル ム ス 腰瘍抗血清 此 W 4を使用 し， 正常
の成人 な ら び に 胎児組織と各膿瘍の 抽出液 げ2 分画う
に つ い て E LISA を行 っ た結果 を表1 に 示 す ． 492n m
の 吸 光 度 0．02 以下 を－， 0．02へ 0．1 を 士， 0．1 ル 0．2
を 十 ， 0．2以上 を ＋ ＋ と す る と， ウ イ ル ム ス 腫瘍 4例は
吸光度 0．34，0．17，0．13，0．2 9で す べ て 十 へ 十 ＋ で あ っ
た ． 成人 臓器はす べ て 0．01以下 の－を示 し， 胎 児臓器
は腎が 0．03の 士 を 示 し た 以 外 は す べ て 0．01 以 下 で
あ っ た ． 他種 腫瘍 で は胃癌 4例中の 1例 くNo． 4うが ＋
く0．17ン． 膵癌 2例中の 1例 くNo． い が 士 く0．08う を示
した以外 はす べ て の被検腫瘍が陰性値 を示 した ． な お，
．－．
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ウイ ル ム ス 腫瘍 以 外の 多少と も高 い 吸 光度 を示 した試
料は後 に 免疫ブ ロ ツ ティ ン グ に よ る 分 析を行 っ た ．
H ． 吸収抗血 清 に よ る免疫螢光
吸収抗血清 庇 W 4を用 い 生細胞膜免疫螢光法 を行 っ
た結果は TuW iくウ ィ ル ム ス 腰瘍1 が 細胞膜 の リ ン グ
状染色 を し め し く図1al， A C HN 僧 細胞 漸 く図
1 bl， Pa n c－1 く膵 胤 ， P C－3く肺腺胤 ， M K N．28 憫 腺
掛 は い ずれ も陰性像 を示 し た． Flo w40 0く胎児腎I
く図1cl は陰性で あ っ たが ， H E Kく胎児腎由来う は陽
性像 を 示 し た． H E Kに つ い て は後 に 免疲ブ ロ ツ ティ
ン グ に よ る 分析 を行 っ た ．
ウ ィ ル ム ス 腫 瘍の ク リ オ シ ュ タ ッ ト切片 く未園芸引
に つ い て 間接螢光抗体法 を行 っ てみ る と ， ウ ィ ル ム ス
腫瘍細胞の 細胞膜 の陽性染色像 が認 め られ た 欄 1d
l．
HL ウィ ル ム ス 腫痛抗原 の 性状
ウ イ ル ム ス腰 瘍の P2 標 晶に つ い て ア ル ブ ミ ン 除去
Tablel－ Re a ctivity of an abs orbed anti－ W ilm s
fra ctio n s of v ario u stis s u e s， determin ed by an e n zym e－1inked in m m u n osorbe nt
． － － － 0 － ■ ． ■い t レ ー 1 1 l． 1ら し I I J
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後， ア ガ ロ ー ス ゲ ル 電気泳動 を行 っ た 結果 を図2 に 示
す ． 吸収 a W 4に よ る E LIS Aで A－ y 泳動度の 部分 に
抗原活性 ピ ー クが 認め られ た ．
ウ ィ ル ム ス腫瘍と ウ ィ ル ム ス 腫瘍細胞楓 E L工S A で
多少とも 高値を示 し た胎児腎， 胃癌 No． 4， 膵癌 No ．1，
免疫螢光法で 陽性像 を示 した細胞株 HE E の試料 に つ
し1て ウ ェ ス タ ー ン ブ ロ ツ テ ン グ を行 い ， 吸収 ぼ W 4に
よる A B C法 卜 部は silv e r stain 染 勧 を行 っ た結果
を図 3に 示 す
．
ウィ ル ム ス腫瘍の P2 分画 レ ー ン al
は 58 K dの バ ン ドと主 に ア ル ブミ ン に よる 幅広い バ ン
ドが目立 ち， Blu eSpha r os eCL－6B カラム を通 した P2
分画 レ ー ン bう で は後者の バ ン ド は ほと ん ど消失し
て い る． 同試料を ア ガ ロ ー ス電気泳動 に か け， み y 泳
動度域 を切出 し て抽出 した も の レ ー ン Cつ は 58 K d
の バ ン ドの みが 示 さ れ た． 培養株 TuW iに つ い て もか
す か な が ら 58 K dの バ ン ドの存在が認 めら れ た ぃ ー
ン dI■ 一 方， 同様 に 抽出し た胎児腎の 材料 ル ー ン eン
tu m ora ntise r u m aW 4again s a ntige nic
r ea ctivity
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， abs orba nc e at 492n m les s tha n O－02 in a n e n zym e－1inked im m u no s orbe nt
a ss ay ib 士， absorba n c ebetw e e nO，02 a nd O．1ニ C＋ ， abs orba n c ebetw e e nO．1 a ndO■2ニ d ＋ ＋， abs orba n c e m or etha n O．2．
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に は よ り高分子 の バ ン ド は存在 した が ， 58 E dの
バ ン
ド はな く， 胃痛 No ．4 レ ー ン flや 膵癌 N O■ 1くレ
ー
ン gHこつ い て も 58K dの バ ン ド は認め られ
な か っ た ．
培養株 H E Kくレ ー ン bうで も低分子 の
バ ン ドは存在 し
た が， 58K d のバ ン ド は存在 しな か っ た ． ウ イ
ル ム ス腫
瘍標晶 に つ い て エ ン ド グリ コ シ タ
ー ゼ H に よ る糖分
解 を行 っ たの ち同様に ブ ロ ツ テ ィ グを行 う と 約54 K d
の バ ン ドが 生 じた く図3， レ
ー ン iつ．
Du r apor膜 に転 写 した ウ イ ル ム ス 腫 瘍抗原 に
EGF
を反応 させ た の ち 吸収 ぽ W 4に よ り A B C染色 を行
う
と 明 らか に 58K dバ ン ド の 染色性 の 低下 が見 られ た
く図4 ， レ ー ン a ，bl． 対照と して イ ン ス リ
ン を反応 さ
せ た 場合 に は 58 Kd バ ン ド の 染 色性低下 は起 こ ら な
か っ た く図4， レ ー ン Cう． ウイ ル ム ス 腫瘍の 58 K dバ
ン ドは E GF を反応させ た後， 抗 ヒ ト E G Fモ ノ ク ロ
ー
ナ ル 抗体 で 染色 し て も 染 め 出さ れ た く図4，
レ ー ン
dl． こ の こ と は a W 4 が抗 E G F受容体抗体活性 を も
ち， 58 K dの 抗原分子 に は E GF 受容体活性の あ る こ と
を暗示 す る．
そ こ で 1 2 5トE G Fに よ る 結合実験 を 以 下 の よ う に
行 っ た ．
w 4の P2 へ 7 分 画 5JLg に
1 2 5I－E G Fく100JLCilJLg，
Am e rsham ， Inter n ation al PIc． Engla nd1 5ng を加
ぇ， 25
O
C， 30分静置 した後， 0－1M の disu cini mi dyl





s D SrPAGE， オ
ー トラ ジオ グラ フ イ ー を行い 64Kd の
単 一 バ ン ド を認 め た く図 4 レ
ー ン el． なお ，
1 2 5T E G F
と 同時 に 1 鵬 の ヒ ト E GF を加 え て 同様操作 を行
っ




を用 い た ELIS A の成績 は ウ イ ル
ム ス 腫癌 に 高度に 関連 する 抗原の存在す る こ と を暗示
し た． 対照材料の ご く 一 部に や や 高値 を示 す も の が
Fig． 1． Dete ctio n ofa ntigen o n
living c ells a ndin fr o z en se ct
ion with polyclon ala ntibody a W 4 by
a， TuW iくWlim s
，
tu m o rlニ b， A C H Nくr e n alcellc a r cin o m a，ニ C， Flo w4
000くfetal kidn eylこd， Se Ctio n
of W ilm s

























Distan c e M igr atedくC ml
Fig． 2． An alysisby z o ne electr ophore sis ofde so xy．
cholate－S Olubiliz ed fr a ctio n fr o m W ilm s
，
tu m o r
tis s u e using a W 4． T he gel w a s c ut off at
inte r v als of 5m m． T he a ntige nic a ctivity ofthe
e xtr a ctfro m e a ch slic e w a s a s sayed by E LIS A
with abso rbed a ntise r u m aW 4．
Fig． 3． Ele ctr opho retic a n alysis of pa rtially pu ri－
fied antigen from Wilm s
，
tu m o r a nd of the
C O mPO nentS Of P2－ y － m Obilitie s from va rio u s
tis su e s． T he We ster nblot， Stain ed with a W4， Of
the de s o xycholate－S Olubiliz ed fr a ctio nくde sign at－
ed P2l of W4 く1a n e al， the P2 0f W 4afte r
Chr o m atogr aphy o nBlu eSepha r o seC L－6 BくIa n e
bl，its c o mpo n e nts ofA－ y － m Obilitie sくIa n e cl， the
We stern blot， Stain ed with a W 4， Of the c o m－
po n e nts ofP2－ y － m Obilitiesfr o mTuWiく1ane dl， a
fetal kidn eyく1a n e el， ga Stric can c e rNo， 4ua nefl，
pa n c r e atic c a n c e rNo． 1く1a n egI a nd a c e11 1in e
H E Kく1a n ehI．
T he c o mpo n e nts of A－y － m Obilitie sfr o m W 4
tre ated with endoglyc o sida s eHく1a n eiJ．
あ っ たが ， 大部分の 正 常臓器 や他種腰瘍 は陰性値 を示
した． 多少と も血 清蛋白， そ の 他が混在 する 抗原分画
で 高度免疫 して作製し た異種抗血清を用 い る 以上， た
と え血 清な どで充分な吸収を行 っ た と しても な お未知
非特異抗原 に 対す る抗体が残る か ら， ELISA で 対照材
料 に 全く偽陽性を なく す る こ と は難しい ． こ の 点で モ
ノ ク ロ ー ナ ル 抗体 の 作製が望ま れるが ， それ ら が得 ら
れ るま で は免疫ブ ロ ツ テ ィ ン グ な どに よ る 一 層の 抗原
分析が必要と なる． ウイ ル ム ス抗原分画に つ い て ウ ェ
ス タ ー ン ブ ロ ツ ティ ン グ を行い ， 吸収抗血清 ぽ W 4に
よ り A B C法染色を行う と 58 K dの バ ン ドが認 め ら れ
た が， 多少と も商 い E LIS A測定値 を示 した胎児腎， 胃
癌 No ．4， 膵癌 No ，1や 免疫螢光陽性の H E Kに つ い
て は 同 バ ン ド の 存 在 が 認 め ら れ な か っ た ． 従 っ て
58K dの 抗庶 は ウィ ル ム ス 腫瘍に 特異な抗原 と考 え ら
れ る． こ の 抗原は 戯－ y の泳動度 をも ち， ウ イ ル ム ス 腫
瘍細胞の 細胞膜 に 局在す る こ と が示 され た． エ ン ド グ
リ コ シ ダ ー ゼ H に よ る糖分解後の抗原は S D S－P A G E
で 約54 K d のバ ン ド を示 したか ら， 抗原は約 7％ま た
はそ れ以 上 の 糖を持 つ 糖蛋白と考えら れる．
a b c d e
5 8 K担－ ． ． 癖 j
藤 棚 参鵡K
Fig． 4． Re a ctivity of the 58 K d－blot of W ilm s
，
tu mor in W este r n blotting with peptide
ho r m o n es． La n e a， the 58 Kd－blot stained with
a W 4ila n eb， the 58 K d．blot in c ubated with
epide r m al gr o wth fa cto r くE G Fl follo w ed by
Staining with a W 4ila n e c， the 58 K d－blot with
in c ubated with in sulin follo w ed by staining with
u W 4ila n ed， 58 K d－blot in cubated with E G F
fo1lo w ed by staining with a nti．E GF m o n o clo n al
a ntibody三1a n ee， fo r m ation ofthe c o mple x with
M ol． Wt． 64，000 byin cubatio n ofthe a ntigen s
With 12 5I－ E G Fくa uto radiogr aphyl．
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こ の よう な抗原は抗原抽出方温 抗原の分布， 分子
量，電気泳動度か ら見て O kada ら
1 1切 抗原と 同 一 の も
の ら しい ． 異常細胞外成分刀， W －抗原
81
， fetuin 抗原鋸，
W ． 抗原関連抗原川 と は電気泳動度 に 明 ら か な 羞が あ
る． 異常細胞外成分は ブ レ ア ル プ ミ ン泳 動度， 他の 3
抗原 は い ずれ も 戌 泳動度 をも つ の に 対 し， 筆者 らの抗
原は み y泳動度 をも っ て い る ．
ウイ ル ム ス 腫瘍特異と思わ れ る こ の よう な抗原分子
は い か な る細胞内機能 をも つ の で あ ろ う か． 腫瘍特異
抗原 に 関す る教室の系統的な研究 に お い て も こ の 点は
容易 に 明 らか に され な か っ た が， 最近， 岡田 ら は各種
の腫瘍特異抗原分子 に E G F受容体機能 と蛋白 キ ナ
ー
ゼ 活性の ある こ と を見出だ して い る く未発表う． そ こ で
筆者 も ウイ ル ム ス 腫瘍抗原 に つ い て 予 備的実験 を行
い
， 抽 出抗原標晶 に E G F結合活性 のあ る こ と を 認め
た． E G F受容体 は こ れ まで A－431細胞株 く扁平上皮
癌うに 分子 量 170K d の もの が 見出だ さ れ， 同様 の受容
体が 正 常細胞や腫瘍細胞に 広範 に 分布 して い る こ と が
示 さ れて い る
2012り
． しか し， そ れ以外の EG F受容体 は
上記 170 E d の分解産物以外 に 見出 だ さ れ て い な い
し， ま して 腫瘍特異性を もつ 受容体分子 の 存在 は これ
まで 全 く知 られ て い な い ． 定量的 な E G F結合実験や
反応機構の解析が必要で はあ るが ， も し こ の ような腫
瘍特異性 を もつ E G F受容体 が そ れ ぞ れ の 腰痛 に 存在
す る な ら ば， 腫瘍発生機構 に お け る その 意義は極 めて
大き い と考 えら れ る．
結 論
ヒ トの ウイ ル ム ス 腫瘍 か ら不溶性分画 を抽出 し，
D O C処理 に よ っ て可溶化 した 分画 くP2うを免疫原と し
て モ ル モ ッ ト を高度免疫 し， ポ リク ロ ー ナ ル な 抗血清
を作製 した． 高単位抗血清 k W 4う を選択 し， 充分な
吸収 を加 えて E LISA， 免疫螢光 ， 免疫ブ ロ ツ テ ィ ン グ
に使用 し， 以下 の結果を得た ．
1 ． E L工SA で は 4例 の ウ イ ル ム ス 腫瘍 の P2 分 画
げ ル プミ ン除 却 が 全て 陽性 を示 した ． 正常成人及び
胎児臓器材料 は胎児腎を除く す べ てが 陰性であっ た ．
他種腫瘍で は 胃痛 4例中1例 くN o■ 4う， 膵癌 2例中1
例 くNo． 1う 以外の P2 分画 はす べ て 陰性であっ た ．
2 ． ウイ ル ム ス 腫瘍株 くTuW il の 生細胞免疫蛍光
法及 び ウイ ル ム ス 膿瘍 く手術材料 の ク リオ シ ュ タ ッ
ト切 片 く未固定う の蛍光抗体法で は い ずれ も 腫瘍細胞
の細胞膜 にお け る抗原の局在が認め ら れ た■ な 払 ヒ
ト胎児腎由来細胞株 くH E幻 も膜染色陽性 で あっ た ■
3 ． ウ イ ル ム ス 腫瘍抗原は ア ガ ロ
ー ス ゲル 電気泳動
で 財 y泳動度 を示 し， 同抗原に つ い て ウ
ェ ス タ ー ン プ
ロ ツ テ ィ ン グを行う と58 K d のバ ン ドが 示 さ れ た ■ 抗
原 を エ ン ド グリ コ シ ダ ー ゼ H で処理 す る と 54 K dの
バ ン ドが 生 じ抗原が糖蛋白で あ る こ とが 示 さ れ た． 上
記 の 胎児腎， 胃癌 No ．4， 膵 癌 No ．1 お よ び培養株
H E E．の 分画 に つ い て は 58Kd の
バ ン ド は認 め られ な
か っ た ．
4 ． ウイ ル ム ス 腫 瘍抗原 く581くdの ウ ェ ス タ
ー ン プ
ロ ッ ト1 に E G Fを 反応 さ せ る と抗 ウ イ ル ム ス 腫瘍抗
血清 く戊 W 41に よ る プ ロ ッ トの 染色性 が低下 し， E G F
の プ ロ ッ ト ヘ の 結合が 抗 E G Fモ ノ ク ロ
ー ナ ル 抗体 に
ょ る染色で 示 さ れた ． 腫瘍抗原分画 を
1 2 5I－E G Fく6Kdっ
と 反応後， S D S－P A G E及 び オ ー ト ラ ジオ グラ フ イ
ー
を行 い ， 64 K d のバ ン ド の 出現 を認め た■
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blottl ng， a S lngle c ompo n e nt of m olec ular
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112 山 本
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